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ISll£l*!n*ir»''"'^'^°?* renfermant comme principe actif regulateur du mouvement des ions 

calcium un fragment du glucagon, et preparation d'un tel fragment. 



_) Composition pharmaceutique utile notamment comme r6- flctivit* de transnort 

gulateur du mouvement des Ions calcium, renfermant comme '^Ti-dSfendant flss ions 

Principe actlf au moins un peptide choisi parmi le fragment 18- "-^i"™- 
29 du glucagon, le fragment 19-29 du glucagon et les MMs 



phannaceutique; et 
hydrolyse enzymatique du 
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La presente Invention a pour objet de nouvelles compositions 
pharmaceutiques qui renferment comme ingredient actif , regulateur du mouvement 
des ions calcium, au molns un fragment du glucagon ou un derive dudit 
fragment. 

^ On salt que le glucagon est une hormone polypeptldique secretSe par 

les cellules bSta des llSts de Langerhans du pancreas. 

La structure du glucagon est connue et est rappelie d-dessous. 
1 

(H-Hls-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tirr-Ser-Lys-Tyr- 

10 18 19 29 

Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-A8p-Phe-Val-Gln-Xrp-Leu-Met-Asn-Thr-0H> 

Dans cette formule, les abreviations a 3 lettres sont conformes a la 
nomenclature recommandee pour les acldes amines. 

15 Classiquement, il est admis que les effets du glucagon sont medies 

par I'AMP cyclique. Cependant, il apparait aujourd'liui que les effets de cette 
hormone sur I'homeostase caldque se produlsent Indfipendamment de la synthase 
d'AMP cyclique. Ainsl, 11 a ete demontre une inhibition par le glucagon de la 
pompe a calcium membranaire responsable de I'extrusion du calcium hors de la 

20 cellule. Cette inhibition n'est pas liee a I'actlvatlon de I'adfoylate 

cyclase; voir par exemple Lotersztajn et al. , J. Biol. Chem. , 259, 8195-8201 
(1984). 

On a malntenant decouvert que, de facon surprenante, les fragments 
18-29 et 19-29 du glucagon reproduisent cet effet du glucagon, et ce, a des 

25 concentrations 100 a 1000 fois molndres. II faut preclser que ces derives 
n'ont aucun effet sur I'activite adenylate cyclasique. 

Les Inhlbiteurs des canaux calclques (nifedipine, cordium) sont 
partlcull^rement utilises en therapeutlque dans le traltement de 
I'insuffisance coronarjenne et de 1' hypertension arterielle. 

30 Dans le brevet francais n"'78. 21686 (n" de publication : 2.398.051) 

I'utlllsatlon comme reactifs blochimlques de divers fragments du glucagon, y 
comprls les fragments 18-29 et 19-29, et leur preparation par vole 
synthetlque, ont 6ti d£crltes. 

La presente invention a pour objet I'utilisatlon des fragments 18-29 

35 et 19-29 du glucagon, de leurs melanges et de leurs derives comme agents 
therapeutiques dans le traltement des maladies cardio-vasculaires, en 
particulier dans le traltement des etats de choc chez les patients sous 
bSta-bloquants, et plus generalement leur utilisation pour la preparation de 
medicaments regulateurs des mouvements des ions calcium. Lesdlts fragments ou 

40 leurs derives peuvent aussl etre utilises dans divers troubles hepatiques, 
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dans les cas ou une modification de I'homeostase calcique du foie pourra etre 
d'un interet therapeutique, en particulier pour stimuler la regeneration 
hepatlque. 

L' Invention a en particulier pour objet des compositions 
5 pharmaceutiques caracterisees par le fait qu'elles renferment comme principe 
actif, regulateur du mouvenent des ions calcium, au moins un peptide choisl 
paml le fragment 18-29 du glucagon, le fragment 19-29 du glucagon et les 
derives de ces fragments dans lesquels le groupement amine et/ou le groupement 
carboxyle terminaux sont proteges par un groupement protecteur usuel 
10 c(»q>atible avec une utilisation phansaceutique. 

Parmi les derives des fragments 18-29 et 19-29, on citera en 
particulier ceux dans lesquels le groupement amino terminal est protSgS par un 
groupement acyle (par exemple acetyls) ou hydrocarbyloxycarbonyle (en 
particulier aralkoxycarbonyle ou alkoxycarbonyle , par exemple benzyloxy- 
15 carbonyle, tertiobutyloxycarbonyle, etc.). 

On citera egalement les derives dont le groupement carboxyle 
terminal est protege sous forme d'amlde, d'ester (alkyl-ester, benzyl-ester 
p-nitrobenzyl-ester, etc..) ou d'hydrazide (carbobenzoxyhydrazide, 
t-butyloxy-carbonyl-hydrazide, trltyl-hydrazlde, etc. . . ) . 
20 Dans les compositions pharmaceutiques de 1' invention, le fragment 

18-29 et/ou 19-29 et/ou leurs dSrlv^s sont generalement presents a raison 
de 0,5 a 50% en poids. 

Les compositions pharmaceutiques de 1' invention contiennent un 
vehlcule permettant une utilisation par vole Injectable : intravelneuse, 
25 Intramusculalre ou sous-cutanee. Le vehlcule est de preference le serum 
physlologlque. 

Bien entendu, la composition peut Stre prfisentSe sous forme 
lyophylls^e, k dlluer au moment de I'emploi. 

La poBologle peut varler sulvant le type et I'lntenslte de I'effet 
30 therapeutique recherchi, la gravite de I'affection et la vole d* administration 
utlllsee. Elle est^ generalement de I'ordre de I a 500pg chez I'adulte. 

L'invention a egalement pour objet I'utilisatlon, dans la 
preparation d'un medicament Inhlblteur des mouvements caldques, d'un peptide 
ou d'un melange de peptides ou d'un de leurs d4rlv£s tels que d^finis 
35 precedemment. 

L'invention a egalement pour objet un nouveau procede de preparation 
des fragments 18-29 et 19-29, de leurs melanges et de leurs derives. Ce 
procede est princlpalement caracterlse par le fait que I'on hydrolyse le 
glucagon a I'aide d'une protease speclflque des resldus basiques, pendant un 
40 temps sufflsant pour obtenlr le fragment 18-29 et/ou 19-29 que I'on purifle. 



- 3 - 



2602679 



selon les nethodes usuelles de la separation des peptides, les fragments ou 
melanges de fragments recherches et que, si deslr£, on prepare selon les 
methodes usuelles un derive correspondant par addition de groupements 
proCecteurs aux' extremites amino et/ou carboxyle terminales. La protease est 
5 notamment la trypslne. 

Generalement, on fait aglr la protease a un pH de 7 - 8, et a une 
temperature de 25 - 40'C (de prdf6rence vers 37*C), 

Les fragments peptidiques sent separes par exemple par 
chronatograpbie. 

10 Les exemples sulvahts lllustrent 1' invention saas toutefois la 

llmiter. 

EXEMPLE 1 

Dans cet exemple, on a utilise comme module la pompe i calcium de la 
membrane plasnlque de I'hepatocyte et on a etudle les deux parametres 
15 clnetlques qui la deflnlssent : 1' activity AlP-dependante de transport des 
Ions calcium et I'actlvite (Ca^"''-Mg^''')ATPaslque. 

Inhibition par le glucagon-(19-29) du transport ATP-d6pendant des 
ions calcium dans des vesicules de membranes plasmiques de fole . 

On prepare des vesicules de membranes plasmlques k partir de foies 
20 de rats femelles Wlstar albinos selon la methode decrlte par Prpic- et al. J. 
Biol. Chem., 259 1382-1385 (1984). 

Le transport ATF-dependant des Ions Ca^^ est mesure selon 
Lotersztajn et al., J. Biol. Chem., 259, 8195-8201 (1984). 

L'addltlon de glucagon- (19>29) dans le milieu d'lncubatlon, a des 
25 concentrations variant de 0 k SOmH a pemls d ^observer une Inhibition 

dose-dependante du transport ATP-d^pendant des Ions calcium. On obtlent une 
Inhibition maxlmale de 40 a 60% avec lOnM de glucagon -(19-29), la 
deml-lnhlbltlon max^le ^tant observee pour 3^0, 3nM de glucagon-( 19-29) . 

La figure 1 reprSsente, en ordonneea, l'activit£ de transport 
30 AlF-d£pendant des ions calcium dans les preparations de vislcules de membranes 
de fole, nesuree en fonctlon de concentrations crolssantes (en abscisses, 
reportees en-log M) de glucagon- ( 19-29) . I'actlvite de transport est exprimSe 
en pourcentage de I'actlvite observee en I'absence de glucagon-(19-29). 

Les r&sultats representent la moyenne de 5 experiences diff^rentes. 
35 Inhibition de I'actlvite (Ca^'''-Mg^'*') ATPasique des membranes 

plasmlques de fole purlflees par le glucagon- ( 19-29) . 

Les membranes sent preparees selon la methode decrlte par Neville, 
Blochlm. Blophys. Acta, 154, 540-552 (1968) jusqu'a I'etape U. 

Les membranes sont pr^incubees k 4"C en presence de concentrations 

40 variables de glucagon- (19-29) dans un milieu 50mM Ttis-HCl pH 8, 0,01% s&rvm 

2+ 2+ 

alh'imine 870nM lactose. Apres 10 minutes, I'actlvite (Ca -Mg ) ATPasique est 
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determinee selon Lotersztajn et al. (article cite ci-dessus). 

Les resultats sont resumes sur le graphlque de la figure 2 avec, en 
abscisses, les concentrations de glucagon-(19-29) , reportees en -log M, et en 
ozdonnees I'actlvite (Ca^^-Mg^^) ATFaslque exprimee en pourcentage de 
5 I'actlvite determlnee en I'absence de glucagon- (19-29).. On observe une 
inhibition maximale de 15 a 25Z pour lOnH de glucagon-(19-29), la moltle de 
I'lnhlbltlon maximale etant obtenue pour 0,25-l,25nM de glucagon-(I9-29) . Des 
etudes complementalres ont montre que I'lnhlbltlon est due a une diminution de 
la Vitesse maximale de la reaction, sans modification de I'afflnlte apparente 

10 de I'enzyme pour le calcium. 

On salt que le glucagon natif provoque une inhibition maximale de 30 
a 50% de I'actlvite (Ca^'^'-Mg^'*') ATPaslque et de I'actlvite de transport des 
ions calcium dans les membranes plasmlques de fole. Cependant, son afflnite 
apparente pour la pompe a calcium n'est que de I'ordre de la mlcromole par 

15 litre ; voir Lotersztajn et al., article cite. II apparaft done que le 
glucagon- (19-29) est 1000 fois plus actif que le glucagon natlf dans 
I'lnhlbltlon de la pompe a calcium. ?our verifier la specificity de 1' action 
du glucagon- (19-29), I'actlvite (Ca^"*'-Mg^''') ATPaslque a ete gtudiee en presence 
d'autxes fragments de glucagon -(18-29), glucagon- (22-29) et glucagon- (1-21). 

20 Les resultats sont resumes dans le tableau 1 d-dessous: 

TABLEAU 1 

Les resultats representent la moyenne de 4 essais. 



Effets de divers fragments du glucagon sur I'actlvite 
2+ 2+ 

(Ca -Mg ) ATPaslque des membranes plasmlques de foie. 




GLUCAGON- 
(19-29) 


GLUCAGON- 
(18-29) 


GLUCAGON 


GLUCAGON- 
(22-29) 


GLUCAGON- 
(1-21) 


Ki (nM) 


0,75+0,5 


7,5+2,5 


700+300 


1000+300 


10.000 


Z d' inhibi- 
tion maximale 


20+5 


15+5 


25+10 


10+5 





Le glucagon- (1-21) provient des Laboratoires Novo et le glucagon-(22-29) 
de Peninsula Laboratories. 

Le glucagon -(19-29) et le glucagon- (18-29) ont ete prepares a partir du 
glucagon comma deer it ci-apr^s. 

40 
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On volt que le glucagoti-( 18-29) a une afflnlte pour le systeme 10 
fols nolndre que celle du glucagon-(19-29). Le glucagan-(22-29) • avec une 
efflcaclt^ nolndre, a une afflnlte pour le systeme comparable h celle du 
glucagon natlf. Quant au fragment glucagon- ( 1-21) , 11 n'a aucun effet sur la 
5 pompe a calcium. D'apres la llttSrature, la molecule entlere du glucagon est 
necessalre pour obtenir I'actlvation coaplete de I'adenylate cyclase. De fait, 
lors de la presente £tude, oa n*a observe aucune action des derives .18-29 et 
19-29 sur I'actlvite adenylate cyclasique a des doses de 0 & O.lnU. 

II resulte des etudes rapportees ci-dessus que le glucagon-(19-29) 
10 et le glucagon -(18-29) dolvent itre consid^r&s conme des r£gulateurs 
specif Iques des mouvements calclques. 

EXEMPLE 2 : 

Preparation du glucagon-(19-29) et du glucagon-(18-29) 

On utilise comme prodult de depart du glucagon crlstallise de 

15 pancreas de pore (Novo, Danemark). On incube ce glucagon pendant 1 heure i 
37''C, dans un tampon 50mM trls-HCl, ImM CaCl^, pH 7,5, avec de la trypsine 
traltee a la L-l-tosylamlde-phenylethylchloromethylcetone (ou TPCK : Sigma, 
USA) avec une proportion enzyme/substrat de 1/100, en polds. On porte ensulte 
a ebullition pendant 3 minutes, puis on effectue une separation par 

20 chromatographle liqulde haute performance a phase loversee (RP-HFLC) avec un 
d^blt de 1,5 ml/mln, dans I'aclde trlf luoroacetlque a 0,1%. Les peptides sont 
elues avec un gradient llrealre (0-50% en 50 minutes) d ' acetonltrlle contenant 
0,05% d'ac^tate d'dthyle. Cette technique est analogue k celle dicrite par 
Bataille et al. FEBS Lett., 146. 73-78 (1982). On ditecte les peptides par 

25 absorption UV a 214 et 280nm. La purete des fragments peptidiques a 6t& 

verlfiee par comparaison de leur spectre UV avec les spectres th^oriques, et 
aussl par analyse des anlno-acldes selon une technique analogue a celle 
dicrite par Fleury et al. Anal. Blochem., 133, 330-335 (1983). 

30 
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REVENDICATIONS 

1. Composition phansaceutique caracterisee par le fait qu'elle 
renferme comme principe actif, regulateur du mouvement des ions calcium, au 
moins un peptide choisi paml le fragment 18-29 du glucagon, le fragment 19-29 

5 du glucagon et les derives de ces fragments dans lesquels les groupements 
amino et carboxyle termlnaux sent proteges par un groupement protecteur usuel 
compatible avec une utilisation pharmaceutique. 

2. Composition pharmaceutique selon la revendicatlon 1, caracterisee 
par le fait que le groupement amino terminal est protege par un groupement 

10 acyle Ou hydrocarbyloxycarbonyle. 

3. Composition pharmaceutique selon la revendicatlon 2, caracterisee 
par le fait que le groupement amino terminal est prot£g4 par un groupement 
acetyle, un groupement benayloxycarbonyle ou un groupement tertlobuty- 
loxycarbonyle. 

15 4. Composition pharmaceutique selon I'une quelconque des 

revendications precedentes, caracterisee par le fait que le groupement 
carboxyle terminal est protege sous forme d'amlde, d'ester ou d'faydrazlde. 

5. Composition pharmaceutique selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterisee par le fait qu'elle comprend de 0,5 

20 k 50% en poids dudit peptide ou mllange de peptides ou de leurs derives. 

6. Dtlllsatlon, dans la preparation d'un medicament regulateur des 
mouvements caldques, d'un peptide ou d'un melange de peptides ou d'un de 
leurs derives, tels que deflnis dans I'une quelconque des revendications 1 a 
4. 

25 7. Precede de preparation du fragment 18-29 du glucagon, du fragment 

19-29 du glucagon, de leurs melanges et de leurs derives, caracterlsS par le 
fait que I'on hydrolyse le glucagon a I'aide d'une protease specifique des 
r^sidus basiques, pendant un temps suffisant pour obtenir le fragment 18-29 
et/ou 19-29, que I'on separe, selon les methodes usuelles, les fragments ou 

30 melanges de fragments recherches et que, si desire, on prepare selon les 
methodes usuelles un derive correspondant par introduction d'un groupement 
protecteur du groupement amino terminal ou du groupement carboxyle terminal. 

35 
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Figure 2 



GLUCAGON FRAGMENT REGULATING CALCIUM ION MOVEMENT 



1988-02-19 g WO8801174(A1) 

BATAILLE DOMINIQUE PIERRE HENR, MALLAT 
ARIANE; DUFOUR MICHEL PAUL, PAVOINE 
CATHERINE; LOTERSZTAJN SOPHIE, PECKER 
FRANCOISE 

INST NAT SANTE RECH MED (FR) 

COTKUmS; A61K38/00, C07K14/435; A61K38/00; 
(IPC1-7): A61K37/02, A61K37/28, G12P21/06 
-European: C07K14/605 
Application number: FR1986001 1769 19860814 
■Tiority number(s): FR1986001 1769 19860814 



Abstract of FR2602679 

Pharmaceutical composition useful particularly as regulator for the movement of calcium ions, containing 
as active principle at least one peptide selected amongst the fragment (18-29) of glucagon, the fragment 
(19-29) of glucagon and the derivatives of said fragments wherein the terminal carboxyl and amino groups 
are protected by a conventional protector group compatible with a pharmaceutical utilization. 
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